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layer and the α-SMA-positive SMC layer were measured. The inflammatory cell infiltration index was defined as the percentage of CD45-positive cells of the medial aneurysm wall. The MMP-2 and MMP-9 expression indices were defined as the percentage positive area in the media.
Statistical Analysis
GraphPad Prism 5.0 software was used for statistical analysis. Data were expressed as mean±SD for continuous variables and as counts or proportions (%) for categorical variables. Fisher exact test was used to compare categorical data. Grouped t tests were used to compare the PCNA proliferation index, elastic layer and media α-SMA-positive layer thickness, inflammation cell infiltration index, and MMP-2 and MMP-9 expression indices. All the tests were 2-tailed. Statistical significance was defined as P<0.05.
Results

Animal Model
We successfully created 8 distal ICA aneurysms in 8 dogs (Type A, n=4; Type B, n=4) by surgical reconstruction. At the 12-week angiographic follow-up, the aneurysms were well opened in 5 dog models, and partial thrombus of the aneurysm sac was observed in 1 Type A dog and 2 Type B dogs.
Geometric and Hemodynamic Comparison of the Parent Artery
The vasculature in the dogs simulated the complex geometry of the human distal ICA well, with <±5° error per bend comparison ( Figure 2A ; Table in the online-only Data Supplement). Cross-section measurement at each curvature indicated that the lesser curvature received the highest wall shear stress and the lowest blood flow velocity and vice versa.
Geometric and Hemodynamic Comparison of the Aneurysm
At the 12-week angiographic follow-up, geometric measurement revealed that the nondimensional parameters were more similar to the human models than dimensional parameters ( Figure 2B ; online-only Data Supplement).
Decreased wall shear stress and increased pressure were detected from the aneurysm neck to dome of both dog models, similar to the human models. Velocity field and streamline indicated a complex of turbulent blood flow in the aneurysm sac, with high blood flow velocity at the distal end of the neck and decreased velocity from the neck to dome. An inflow jet directly acting on the distal aneurismal wall was observed in 3 of 4 Type A dogs, similar to the corresponding human model. The wall shear stress grade showed a significant change observed in the aneurysm sac and was highest at the aneurysm dome or side-wall in all 8 models ( Figure 2C and 2D).
Histological Changes
Elastase treatment and consistent blood flow to the aneurysm wall induced internal elastic lamina discontinuity and elastic fiber disruption/insult in all the models, resulting in thinner walls compared with the control carotid artery (22.09±13.17 μm versus 112.2±14.68 μm; P<0.001).
The number of medial α-SMA-positive SMCs decreased, and the SMC layer of the elastase-treated aneurysm was thinner (32.61±9.26 μm versus 128.5±14.69 μm in control; P<0.001) after consistent complicated blood flow. PCNA staining revealed increased percentage of PCNA-positive medial SMCs in the elastase-treated aneurysm (41.32±8.92% versus 6.38±2.34% in the control; P<0.001).
Increased CD45-positive inflammatory cells infiltrated the media of the aneurysm at 12 weeks, at the infiltration index of 26.70±7.50% (versus 2.52±1.83% in the control; P<0.001). Both MMP-2 and MMP-9 were highly expressed in the media at 12 weeks after modeling, with expression indices were 14.27±4.51% (versus 0.33±0.24% in the control; P<0.001) and 16.03±6.14% (versus 0.30±0.17% in the control; P<0.001; Figure 3 ).
Discussion
The complicated spacing angles of the 4 distal ICA curves in humans render it extremely difficult to obtain a precise geometric copy both in vitro and in vivo. Rapid prototyping is a convenient and precise method to fabricate a vessel model using 3D data, based on in vivo computed tomography, magnetic resonance, or digital subtraction angiography data. 4 Nondimensional parameters are considered more important to compare the geometric similarity between aneurysms and to predict whether an aneurysm would rupture or be stable. Previous studies have suggested that ruptured aneurysms have higher H/N. 3 We successfully simulated this H/N difference between the 2 dog models.
Studies have shown that wall shear stress is closely related to the risk of rupture and aneurysm growth, especially at low levels. 5 Our results revealed that wall shear stress was lower in the aneurysm dome, which may explain why aneurysms tend to rupture more frequently there. In most situations, ruptured aneurysms usually have a narrower injector flow than unruptured ones, and the former has a 6.3× greater risk of rupturing than the latter. 6 In this study, 3 of 4 Type A dog models simulated this hemodynamic characteristic well to the human model. The other one did not simulate the injector flow because of partial thrombus formation. Nevertheless, computational fluid dynamics only estimates true fluid dynamics by simulating the model in an ideal situation, such as assuming that the physical properties of the arterial wall (ie, density, elasticity, and deformation), blood flow (ie, components, density, and viscosity), and the fluid-solid interaction conditions are all the same. Thus, computational fluid dynamics calculations would only partially reflect the real situations between the dog and humans models.
Histological findings revealed internal elastic lamina discontinuity and elastic fiber disruption/insult of the aneurysm wall, with significant thinning of the smooth muscle layer in the test groups as illustrated by immunohistochemical staining for α-SMA, which is probably a type of arterial wall remodeling that may involve extracellular matrix protein synthesis and SMC apoptosis to counteract the mechanical forces induced by the altered blood flow. 7 PCNA-positive cells showed increased proliferation in the artery, indicating that the residual SMCs became hypertrophic to compensate for the decreased number of SMCs. Inflammatory cells were found to infiltrate the media of the aneurysm walls; these results are consistent with observations in animal and human intracranial aneurysms, [7] [8] [9] indicating that inflammatory cell infiltration plays a critical role 
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in the enlargement of the aneurysms observed here. MMP-2 and MMP-9, which were expressed in the aneurysm wall, possess gelatinase and collagenase activity and can degenerate the important extracellular matrix components of aneurysm walls. 7 Our model has limitations because it is difficult to duplicate the morphology precisely of a distal ICA aneurysm surgically and the geometric parameters of the created aneurysm could be affected by vessel diameter, ligation length of the distal arterial cecum, and incision width of common carotid arteries. Meanwhile, elastase damage to the arterial wall and consistent blood flow action could also affect aneurysm size. Importantly, elastase incubation would cause artificial changes to the aneurysm wall, which are similar to but not a real physiological condition of arterial wall degeneration/remodeling. Consequently, our aneurysm model could only partly mimic the clinical situation in humans. 
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Supplementary Methods
Development of a human distal-ICA shaped device
Axial 3D-DSA images were imported in DICOM format by using Mimics software (Mimics 11; Materialise, Leuven, Belgium). After 3D reconstruction and processing, 3D data of the distal-ICA with aneurysm were obtained, transferred into stereolithography (STL) format, and read. Then, a digital tube, whose axis was aligned to the artery axis in the STL image, was devised using Geomagic studio 
CFD analysis
Blood flow in the reconstructed models was simulated on the basis of the unsteady 3D
Navier-Stokes equations, by using the finite-element method with ANSYS software as follows: for the solid part, both ends of the vessel were fixed to set the fluid-solid interaction conditions; for the liquid part, the average blood flow velocity at one cardiac cycle was measured to define as the inflow velocity curve of the model. In order to increase the convergence, the boundary condition at outflow was set as opening. Table 1 lists the blood velocity and heart rate. CFD analyses were performed for each model for one cardiac cycle with 100 time steps per cycle.
All hemodynamic parameters were measured at the peak of systolic phase. For quantitative analysis of the aneurysm, we selected different sites (n=3) at the cross-sections including the aneurysm dome, body, neck, and adjacent parent artery to calculate and compare these parameters between the dog and human models.
Furthermore, the blood flow velocity and WSS were analyzed at each cross-section of the four bends (I to IV; from the distal to proximal region; four points at each of the cross-section represented the lesser and greater curvature sides and the bilateral sides)
in the parent artery of the dog and human models and the hemodynamic changes were compared.
Histological examination
Samples were fixed in 10% neutral-buffered formalin for >48 h, rehydrated using a 
Supplementary Results
Geometric comparison of the aneurysm
The mean maximum aneurysm diameters (D), height of the aneurysm (H) and aneurysm neck diameters (N) in dog models and the corresponding data of the human models (provided in parentheses) were 4.90±0.67 mm ( 
Supplementary Discussion
Canine vessels behave more like human vessels. The long canine CCA (10-12 cm) provides sufficient length to construct an arterial bifurcation model. The calibers of the canine CCA and human ICA are comparable, with a constant diameter of approximately 4 mm. Moreover, the cerebral blood supply in dogs is delivered almost entirely through the vertebrobasilar system, with anastomoses between each network of the ICA, which helps prevent death when the bilateral CCA is temporarily occluded.
Additionally, the number of cells, their composition and the accompanying proteoglycan matrices in the canine CCA are essentially the same as those in human CCA, indicating that canine models may accurately predict the human biological response to aneurysm-inducing factors. Note-Hum = human; HR = heart rate; PT = partial thrombosis; DICA = distal internal carotid artery; D = maximum aneurysm diameter; H = the height of the aneurysm; N = aneurysm neck diameter;
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Геометрическое, гемодинамическое и гистологическое исследование модели аневризмы дистального отдела внутренней сонной артерии у собак Аневризмы церебральных артерий могут быть причиной развития летального субарахноидально-го кровоизлияния и чаще встречаются в дисталь-ных отделах внутренней сонной артерии (ВСА) [1] . Однако на своем протяжении дистальный отдел ВСА включает относительно компактную область со сложным анатомическим окружением и форми-рованием 4 чрезвычайно извилистых природных изгибов, создающих помеху для проведения внутри-черепных вмешательств [2] , и ни в одной из сущес-твующих моделей аневризмы дистального отдела ВСА не удавалось точно воспроизвести геометрию родоначальной артерии и аневризмы и смоделиро-вать их патологическую гемодинамику. Такая модель позволит сформировать основу для in vivo изучения эффективности использования диверторов кровото-ка или покрытых лекарствами стентов, с возможным внедрением их в клиническую практику в ближай-шее время.
Мы использовали устройства в форме дистального отдела ВСА для реконструкции общих сонных арте-рий у собак, разработали эластаза-индуцированную модель аневризмы на определенном участке сосуда и сравнили ее геометрическое гемодинамическое и гистологическое сходство с моделью аневризмы у человека.
■ МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ Модель аневризмы дистального отдела ВСА и геометрический анализ Цифровая модель-трубка дистального отдела ВСА была сконструирована с использованием данных 3-мерной (3D) цифровой субтракционной ангио-графии разорвавшихся (тип A) и неразорвавшихся (тип B) аневризм задних соединительных артерий у двух людей. Принтер быстрого прототипирования (Eden350, Objet Geometries, Израиль) использовали для разработки физической модели устройства в форме дистального отдела ВСА (см. дополнительные данные on-line). Хирургическая реконструкция обеих общих сонных артерий описана на рис. 1. Максимальный диаметр аневризмы (D), высоту аневризмы (H); диа-метр шейки аневризмы (N), а также 3 безразмерных геометрических параметра H/N, D/H, и D/N измеряли методами, описанными ранее [3] . Пространственный угол каждого реконструированного изгиба в модели у собак измеряли и сравнивали с дистальным отделом ВСА у человека в том же поле обзора.
Компьютерный анализ гемодинамики
Компьютерный анализ гемодинамики в родоначаль-ной артерии и мешке аневризмы, в т.ч. направление кровотока, распределение скоростей и давления на стенку артерии, выполнили через 12 недель после вмешательства. Этот метод описан в дополнительных данных on-line.
Гистологическое исследование
Реконструированные аневризмы дистального отде-ла ВСА извлекли через 12 недель после вмешательс-тва, в качестве контроля извлекли проксимальные отделы общих сонных артерий, провели окрашива-ние гематоксилином и эозином; трехцветную окрас-ку по Масон, и окрашивание эластических волокон (по Ван-Гизону), иммунное окрашивание α-актина гладких мышц (α-SMA); антипролиферирующего ядерного антигена клеток (PCNA), CD45; матричной металлопротеиназы (MMP)-2; и MMP-9 (см допол-нительные данные on-line). Оценили скорость про-лиферации гладкомышечных клеток (ГМК) в медии, а также толщину эластичной мембраны и α-SMA-положительного слоя ГМК. Индекс пролифера-ции воспалительных клеток рассчитали как долю CD45-положительных клеток в медии аневризмы. Индексы экспрессии MMP-2 и MMP-9 рассчита-ли как долю зоны положительного окрашивания в медии.
Статистический анализ
Для проведения статистического анализа исполь-зовали программное обеспечение GraphPad Prism 5.0. Данные представлены в виде «среднее значение± стандартное отклонение [СО]» для непрерывных переменных и в виде абсолютных значений или процентов (%) для категориальных переменных. Точный критерий Фишера использовали для сравне-ния категориальных переменных. Групповые t-тесты использовали для сравнения индекса пролиферации PCNA, толщины эластической мембраны и α-SMA-положительного слоя медии, индекса инфильтрации воспалительными клетками и индексов экспрессии ММР-2 и MMP-9. Все тесты были 2-сторонними. Критерием статистической значимости считали зна-чения при р<0,05.
■ РЕЗУЛЬТАТЫ Модель у животных
Посредством хирургической реконструкции мы успешно создали 8 аневризм дистального отдела ВСА у 8 собак (тип A, n=4; тип B, n=4). При проведении ангиографии через 12 недель аневризмы были хорошо сформированы у 5 собак, частичный тромбоз мешка аневризмы обнаружили у одной собаки с аневризмой типа А и у двух собак с аневризмами типа B.
Геометрическое и гемодинамическое сравнение родоначальной артерии
Сосудистая система у собак хорошо соответствовала сложной геометрии дистального отдела ВСА человека, с менее чем ±5° ошибкой радиуса изгиба (рис. 2А см. на цв. вклейке; см. таблицу в дополнительных данных online). Измерения сечений каждой кривизны показало, что при малой кривизне происходило большее давле-ние на стенку сосуда и снижение скорости кровотока, и наоборот.
Геометрическое и гемодинамическое сравнение аневризм
При проведении ангиографии через 12 недель путем геометрических измерений обнаружили, что безраз-мерные параметры были более сходны с моделью у человека, чем характеристики в абсолютных значе-ниях (рис. 2Б).
Снижение давления на стенку сосуда обнаружили по ходу от шейки аневризмы к ее куполу в обеих моделях у собак, что было аналогичным в модели аневризмы у человека. Распределение скоростей и направление кровотока свидетельствовало о наличии сложного тур-булентного кровотока в мешке аневризмы, с высо-кой скоростью кровотока в дистальном конце шейки и градиентом снижения скорости по направлению 
